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BeschreTbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Oligonucleosidphosphonaten. Die erfindungsgemafc 
hergesteliten Verbindungen, zu denen auch die entsprechenden Oltgodeoxynucleosidphosphonate gehoren, 
5 kdnnen als tipophile Hybridisierungsanaloga eingesetzt werden, d. h. sie kdnnen in hydrophile Oligonucleotide 
eingebaut werden, dam it diese die Zellmembrsn leichter passieren kdnnen und in der Zelle mft 
basenkomplementaren NucJelnsauresequenzen inters gieren ( hybrid isieren). 

Nucteinsaureanaloge mit Modifikationen entweder an dem Zuckerteil oder an den Internucleotidbindungen 
sind bekanni, z. B. in Form von Nudeosidphosphilen, Nucleosidphosphonaten und 

10 Nucleosidthiophosphonaten. Auch Deoxynucleostd-methytphosphonatdiester sind beretts hergestellt und 
untersucht word en. Die Phenyl" und Methyiphosphonodiester von Deoxynucleoslden sind unter Verwendung 
einer modiftzierten Triestermethode in homogener Phase erhalten worden, allerdings bet langeren 
Kondensationszeiten; fur die Herstellung der Produkte in reiner Form sind umfangreiche 
ReinigungsmaSnahmen erforderiich gewesen. 1 

15 Es sind Oligonucfeotidsynthesen bekannt, die rasch durchgefuhrt werden kdnnen und hinreichend gute 
Ausbeuten Hefern, bei denen ein Teil der Reaktanten chemisch an einen polymeren Trager, z. B. Glas mit 
kontrollierten Porendurchmessern, gebunden sind. So wird beispielsweise in 'Nucleic Acids Research", Vol. 
10, No, 21. November 1982. insbesondere Seiten 6564/6565 unter Bezugnahme auf Original literatur berichtet. 
daS Kieselgel bei der Deoxynucleotidsyrtthese nach der Phosphit- oder Triestermethode einen geeigneten 

20 Trager darstellL Das Verfahren der Erfindung verwendet ebenfalls polymer gebundene Reaktanten; es kann in 
extrem kurzer ZeK durchgefuhrt werden und liefert hohe Ausbeuten der gewunschten Nucleosidphosphonate. 

Die erfindungsgemaS hergesteliten Oligonucleotidphosphonate weisen die folgende allgemeine Formel I 
auf: 




In der Formel I bedeutet 

B eine Nucleobase. z. B. A. C, G oder T oder deren Analogs. 

SO R Y bedeutet eine gegebenenfalls verzweigte Alkylgruppe mit 1-10 Kohlenstoffetomen, die mit bis zu 4 
Chloratomen oder einer Cyangruppe substituiert sein kann. Hierzu gehoren u.a. Methyl. Ethyl, n- Propyl, i- 
Propyl. n-Butyl, sec- Butyl, tert.-Butyl, 2,2,2-Tfichlorethyl oder Cyanethyh Die Gruppe R 1 kann weiterhin eine 
gegebenenfalls mit niedrigem Alkyl, niedrigem Alkoxy, Cyan, Halogen, insbesondere Chlor oder Brom, oder 
Nitro substituiert e Aryl oder Aralkylgruppe mit 1 - 2 C- Atom en im Alkytteil sein, insbesondere eine Phenyl* oder 

55 Benzyfgruppe. 

Die Gruppe R 2 kann Wasserstoff sein; es handeh sich dann bei den Verbindungen der Erfindung um 
Oligodesoxynudeosidphosphonate. Die Gruppe R 2 kann auch Hydroxy! oder gegebenenfalls mit in der 
Nucleotidchemie ublichen Schutzgruppen geschutztes Hydroxy] sein. Derarttge Schutzgruppen sind z. B. Trityl. 
Monomethoxytrityl und Dimethoxytrityl; Acyl, z. B. Acetyl Oder Benzoyl; Tetra hydro pyranyi, 
60 Mathoxytetrahydropyranyl. o-Nrtrobenzy! sowie Silylether wie z. B. t- B utyldi p henyi si tyl ether. 

n bedeutet in der atlgemeinen Formel I eine ganze Zahl von 2-60. 

Das Verfahren der Erfindung ist durch die folgenden Reaktionsschritte gezeichnet: 
a) Umsetzung eines Nucleosids der atlgemeinen Formel II 

65 
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35 



40 




AO 

(II) 

■ 

OH R 2 



in der 

A eine in der Nucleotidchemie ubliche Schutzgruppe, die sich z. B. aus Tetrahedron 1981, Seite 363 - 369, 
Uebig's Ann. Chem. 1978, 839 - 850, sowie Nucleic Acids Research, Symposium Series No. 7. 1980, 39 - 59 
ergibt, und 

15 B' die gegebenenfalls mit in der Nucleotidchemie ubtichen und ebenfalls in der oben genannten Literatur 
beschriebenen Schutzgruppen geschutzte Nucleobase 8 bedeutet und 
R 1 wie oben definiert 1st, 

mit einem Halogenphosphin der aflgemeinen Formel III 
20 x 

R 1 (III) 

3 

25 in der 

X Chlor oder Brom, 

Z Chlor oder Brom, -NR^, wobei R 1 wie oben definiert ist, oder ein reaktiver heterocyclischer Rest ist (der 
reaktive heterocyclische Rest kann Triazolyl, Tetrazolyl, 3- Nitro- 1,2,4- triazolyl oder dergleichen sein und ist 
uber ein N-Atom mit dem P-Atom verb un den), und 
30 R 1 wie oben definiert ist, 

in Gegenwart einer organischen Base, z. B. Pyridin, Lutidin oder Collidin, 

b) Umsetzung des in Schrftt a erhahenen Nucieosid-phosphonoderivates der allgemeinen Formel IV 

OR* (IV) 
I 

R 4 — P—Z 

45 in der A, B\ R*, R 2 und Z wie oben definiert sind, 

mit einem an einen poh/meren Treger gebundenen Nucleosid der allgemeinen Formel V 




in der 

60 B' und R 2 wie oben definiert und 

T der polymere Treger ist, wobei els losliche oder untdsliche (vernetzte) poly mere Trdger, z. B. modifiziertes 
Silicagel, Polyester, Poly am id, Polyvinylalkohol, Polysiloxan, Polystyrol, Glas oder dergleichen vorgesehen ist; 
als Verenkerungsfunktion zwischen Trager und Nucleosid kommen vorzugsweise Esterbindungen in Betracht, 
auch solche, die sich vom Livolinyl- oder $~Benzoylpropionytrest ableiten; die letztgenannten Esterbindungen 

65 konnen unter neutralen Bedingungen mit N 2 H 4 gespalten warden, 
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c) Oxydation des in Stufe b erhaltenen an den Trager gebundenen Nucleolidonucleosids der allgemeinen 
Formel VI 



5 



10 



IS 




(VI) 



20 o — co — r 

in der R, B\ R 1 , R2 und T wie oben def iniert sind, wobei die Oxydation zum Phosphonat z. B. mil Jod erf olgen 
kann, allgemein unter Oxydation hier jedoch die Elnfuhrung von O, S oder Se zu verstehen ist, 
25 d) Maskierung freier 5' OH-Gruppen die bei der Reaktion gemaS Stufe b nicht umgesetzt wurden, mit einer 
permanenten Schutzgruppe, z. B. durch Reaktion mit Acetanhydrid, 

e) Abspaltung der Schutzgruppe A, z. B. durch Verwendung einer Protonsaure oder einer Lewis-Saure wie 
ZnBr 2 oder Dialkyfaluminiumchlorid, wenn A eine Tritylgruppe oder ein Methoxyderivat derselben ist, 

f) gegebenenfalls Einfuhrung weherer Nucleosidphosphonat- oder Oligonucleosidphosphonateinheiten 
30 enteprechend den Reaktionsschritten a - e sowie 

g) Spartung der Nucteosid-Tragerbindung mit Basen, z. B. Ammoniak, oder Hydrazin bei pH — 7, und 
gegebenenfalls Abspaltung alter in den Oligonucleosidphosphonaten, insbesondere den Nucleobasen, noch 
vorhandenen Schutzgruppen. 

Die Zwischenprodukte der allgemeinen Forme! IV stellen neue Verbindungen dar. Sie unterscheiden sich von 
35 den reaktionstragen Phosphonigsauremonoestern Z= 0- durch eine urn ein Vielfaches gesteigerte 
Reaktionsgeschwindigkeit bei dennoch gegebener Selektivit§t. Dadurch wird es moglich, die Verbindungen I 
in uberraschend kurzer Zeit und mit unerwartet hohen Ausbeuten herzustellen, wenn man einen 
polymergebundenen Reaktanten gemaR der Formel V verwendet 
Die Erfindung wird tm folgenden anhand eines Beispiels zur Herstellung der Deoxynucleosid- 
40 methylphosphondiester d(AC), d(AT). d(ATG) und d(ATTT) naher ertautert. Weitere Einzelheiten der Reaktion 
und phystkalische Kenndaten der hergestellten OHgonucleosidphosphonate ergeben sich aus dem folgenden 
Reaktionsschema und der Tabelle. 
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! 2 / H 2 0 
(CHjCO^O 



15 



20 



8 1 and B = 



CPG MA SiCH,fc NHgCH,) 2 g- 
kzA . HC , Wi or T 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



AusfUh rungs bei spiel 

Das N-geschutzte Nucleosid, gebunden an ein Glas mit gleichformigen Porendurchmessern (CPG) wird wie 
in der Literatur beschrieben hergestellt, vgt. Tetrahedron Letters 1981. 4177. 

Ein mMol N-Acyl-B'-O-trityldeoxynucleosid, gelost in 1 ml trockenem THF, wird zu einem Gemisch von 5 
mMol 2,6-Lutidin und 1 mMol MethyJchlorphosphin, in 1 ml THF bei -78° C unter einer Schutzgasatmosphare 
gegeben; die Zugebezeit betragt 15-20 Minuten. Nach 30 Minuten l§St man das Gemisch langsam auf 
Raumtemperetur erwfirmen. Das Lutidin-Hydrochlorid wird abfiltriert; das Filtrat wird unter verringertem Druck 
eingeengt. Man dampft zweimal mit Toluol/THF (10 ml, 1 : 1) bis zur Schaumbildung ein und lost das Gemisch 
in 5 ml THF, das 5 mMol 2,6-Lutidin enthait; man erhalt eine 0,2 M-Ldsung. Die aktive Nucleosid- 
methylphosphonomonochloriditlosung (1 ml) wird mit einer Spritze In eine mit einem Septum verschlossene 
Saule gegeben, die das an CPG-Perlen (100 - 200 mg) gebundene Nucleosid (10 - 20 u.Mol) enthait Nach einer 
Reaktionszeit von 15 Minuten wird das Reagenz durch Schutzgasdruck entfemt. Das System wird evakuiert und 
erneut mit 1 ml des aktive n Nucleosids 10 Minuten beschickt. Die Kondensationsausbeute wird durch 
Bestimmung der Tritylkationenkonzentration bestimmt. Nach einer mehr als 95-%-igen Kondensation wird der 
Phosphttdi ester mit 0,1 M Jod in THF/Pyridin/Wasser (40 : 20 : 1) oxidiert; die Oxidation ist nach 3 bis 5 Minuten 
beendet. Oberschussiges Jod wird durch Waschen mit Pyridin (5-10 ml) bis zum Ausbleiben der Farbe 
entferrrt; danach wird mh THF (20 - 30 ml) ge waschen. 2 ml eines Gemisches von DMAP/THF/Ac 2 0/Lutldin (0,6 
g, 10 ml, 1,1 g) wird durch die Saule geleitet, wonach man mit 5 ml Pyridin und anschiie&end mit 30 - 50 ml THF 
wascht, um gegebenenfalls zuruckgebliebenes Pyridin und Lutidin zu entfernen. Die Kolonne wird im 
Hochvakuum 10 Minuten lang getrocknet. Eine gesattigte Losung von ZnBr 2 entweder in CH^C^/MeOH (7 : 3) 
oder Nitromethan/Wasser (100 : 1) wird durch die Perlen geleitet, bis die Detritylierung beendet ist. 
Ansch lie Bend wird mit nBuOH/Lutidin/THF (4/1 : 5) (5 ml) gewaschen; schlieBlich wird nochmals allein mit 30 - 
50 ml THF gewaschen. AnschlieBend wird die nachste Nucteosideinhert eingefuhrt, indem man das obtge 
Verfahren mit dem geeigneten Nucleosid-methylphosphomonochloridit wiederholt. Die Zert fOr einen 
vollstandigen Reaktionscyclus betragt 45 - 60 Minuten, im Gegensatz von 4-6 Stunden bei Verwendung eines 
Phosphonomonoesters und MSNT des Kondensationsmittels. 

Die Nucleosid-methylphosphonodiesterkette wird dann von dem Trager mit Ammoniak (25 2 ml) bei 35° C 
und einer Reaktionszeit von 15 Stunden entfemt. Die Oberstehende Flussigkeit wird entfemt; die Perlen werden 
mit bidestilliertem Wasser (2,3 ml) gespult. Die vereinigten Ftussigkeiten werden unter verringertem Druck 
eingeengt und an Silica gel-PIatten (Acetomtril/Wasser - 80 : 20) dunnschichtchromatographisch zur 
Entfemung von ntchtnucleotidischem Material entfemt. Die Nucleotidbande auf der Platte wird mit 
CHCl3/MeOH (7 : 3) eluiert Das Produkt wird konzentriert und mit bidestilliertem Wasser lyophilisiert. 

In gleicher Weise konnen sowohl Purin als auch Pyrimidin-deoxynucleosid-methylphosphonomonochloridite 
fflr die Kondensation mit CPG-gebundenen Purin- und Pyrtmidin-deoxynucleosiden eingesetzt werden. Auf 
diese Weise wurden d(AC), d(AT), d(ATG) und d(ATTT)-methylphosphonodiester hergestellt. Die 
Gesamtausbeuten, UV-Absorptionsmaxima und Rf-Werte ergeben sich aus der Tabelle. 
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10 



Oligomer 

d(AC) 
d(AT) 
d(ATG) 
d(ATTT) 

») CH 3 CN/H 2 0 -8:2 (v/v); 
*>> CH3OH/CHCI3 -7:3 (v/v). 

c ) Es wurden 2 Diastereomere beobachtet, die sich jedoch nicht a Is getrennte Flecken auftrennten; 
«0 Gemessen in 10 mM TrisHCI (pH 7,5), 1 mM EDTA. 



Ausbeute (%) 


Xmax (nm)<0 


Xmin(nm)d) 


Rf 


to) 


») 


93 


265 


245 


0,1 2«) 


0,04c) 


94 


264 


234 


0,26=) 


0.05c> 


85 


271 


243 


0,21 


0 


76 
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243 


0.32 


0 



15 Patentanspruch 

Verfahren zur Herstellung von Oligonucleostdphosphonaten der allgemeinen Formel I 
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25 



30 



35 



HO 



40 




(IV 



45 



50 



in der 

B eine Nucleobase, 

R 1 eine gegebenenfalls verzwetgte Alkylgruppe mit 1 - 10 C~Atomen, die mit bis zu 4 Chi or at omen oder einer 
Cyangruppe substituiert sein kann, oder eine gegebenenfalls mit niedrigem Alkyt, ntedrigem Alkoxy, Cyan, 
Halogen oder Nitro substituierte Aryl- oder Aralkylgruppe mit 1 - 2 C-Atomen im Alkylteil, 

R2 Wasserstoff, Hydroxy! oder gegebenenfalls mit in der Nucteotidchemie ubltchen Schutzgruppen 
geschutztes Hydroxy! und 

n eine garue Zahl von 2-50 bedeuten, 

gekennzeichnet durch die folgenden Reaktionsschritte: 

a) Umsetzung eines Nucleosids der allgemeinen Formel II 



55 



60 



65 




(II) 



OH 



in der 

A eine in der Nucteotidchemie Obliche Schutzgruppe und 

B' die gegebenenfalls mit in der Nucleotidchemie ubltchen Schutzgruppen geschutzte Nucleobase 
bedeuten und 



B 
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R 2 wie oben def iniert ist, 

mit einem Halogenphosphin der allgemeinen Forme! Ill 



10 



15 



20 



25 



/ 
\ 



(III) 



in der 
X Chlor oder Brom, 

Z Chlor oder Brom, - NrV 2 wobei R 1 wie oben definiert ist, oder etn reaktiver heterocyclischer Rest 1st, 
in Gegenwart einer organischen Base, 

b) Umsetzung des in Schritt a erhaltenen Nucleosid-phosphonomonoderivates der allgemeinen Formel IV 




(IV) 



in der A, B', R* f R 2 und Z wie oben definiert sind, mit einem an einen pofymeren Trager gebundenen IMucleosid 
der allgemeinen Formel V 



30 



35 







s 1 



CO— T 



(V) 



40 



45 



50 



55 



60 



in der 

B' und R 2 wie oben definiert sind und 
T der polymere Trager ist, 

c) Oxidation des in Stufe b erhaltenen tragergebundenen Nucleotidonucieosids der allgemeinen Formel VI 
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5 



10 



15 




(VI) 



0 CO T 



in der A, B', R 1 , R 2 und T wie oben definiert sind, wobei die Oxydation zum Phosphonat z. B. mit Jod erfolgen 
kann, allgemein unter Oxydation hier jedoch die Etnfuhrung von O, S oder Se zu verstehen ist, 
25 d) Maskierung freier 5" OH-Gruppen die bei der Reaktion gemaB Stufe b nicht umgesetzt wurden, mit einer 
permanenten Schutzgruppe, z. B. durch Reaktion mit Acetanhydrid oder 

e) Abspartung der Schutzgruppe A, z. B. durch Verwendung einer Protonsaure oder einer Lewis- Saure wie 
ZnBr 2 oder Dialkyialuminiumchlorid, wenn A eine TrityJgruppe oder etn Methoxyderivat derselben ist, 

f) gegebenenfatts Einfuhrung weiterer Nucleosfdphosphonat- oder Oligonucleosidphosphonateinhetten 
30 entsprechend den Reaktionsschritten a - e sowie 

g) Spattung der Nucleosid-Trfigerbindung mit Basen, z. B. Ammoniak, oder Hydrazin bei pH «= 7, und 
gegebenenfalts Abspaftung aller in den Oligonucleosidophosphonaten. insbesondere den Nucleobasen, noch 
vomandenen Schutzgruppen. 

35 

Revendication 

1. Procede de preparation d'oligophosphonates de nucleosides de formule generate I 

40 



45 



50 



55 
60 
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25 

dans laquelle 

B represents une nucl£obase, 

R 1 represente un groups alkyte eventuellement ramrfie en C t - C 10 , qui peut porter jusqu'a 4 atomes de chlore 
30 ou un groups cyano en tant que substituants, ou un groupe aryle ou aralkyfe contenant 1 a 2 atomes de 
carbons dans la partie alkyle, eventuellement substttue par un groupe alkyle inferieur, alcoxy inferieur, cyano, 
halogeno ou nitro, 

R 2 represente I'hydrogene, un groupe hydroxy ou un groupe hydroxy eventuellement protege par des 
groupes protecteurs usuefs de la chimie des nucleotides, et 
35 n est un nombre entier qui vaut de 2 a 50, caracterise par les eta pes de reaction suivantes: 
a) reaction d'un nucleoside de formula generale II 



40 




i ID 



45 OH R 2 

dans laquelle 

A represente un groupe protecteur usuel de la chimie des nucleotides et 

ET la nucleobase B, eventuellement protegee par des groupes protecteurs usuels dans la chimie des 
50 nucleotides, et 

R2 a ies significations indiquees ci-dessus, 

avec une halogenophosphine de formule generale III 




(III) 



dans laquelle 
X represente le chlore ou le brome, 

Z represente le chlore ou le brome, un groupe -NR 1 2 dans lequel le R 1 a les significations indiquees ci- 
dessus, ou un radical heterocyclique reactif, 
65 en presence d'une base organique. 
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b) reaction du derive monophosphononucleoside obtenu dans I'etape a), repondant a la formula generate VI 



5 



W 




(IV) 



P—Z 

15 

dans laquelle A, B', Ri, R2 et Z ont les significations indiquees ci-dessus, avec un nucleoside fixe sur un support 
polymere et repondant a la formula generate V 



20 



25 




(V) 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



dans laquelle 
B' et R 2 ont les significations indiquees ci-dessus et 
T represente le support polymere, 

c) oxydation du nucleotidonucleoside fixe sur support obtenu dans I'etape b), repondant a la formule 
generale Vi 




0 R' 



— p — 0 



(VI) 




dans laquelle A, B\ R 1 et T ont les significations indiquees ci-dessus, I'oxydation en le phosphonate pouvant 
etre realisee par exemple a I'aide d'iode. etant entendu que Toxydation dont il est question ici consists d'une 
maniere generale en ^introduction de O f S ou Se, 
60 d) blocage des groupes 5'-OH libres qui n'ont pas reagi lors de la reaction de I'etape b), par un groupe 
protecteur permanent, par exemple par reaction avec I'anhydride acetique, ou bien 

e) elimination du groupe protecteur A, par exemple a I'aide d'un acide protonique ou d'un acide de Lewis tet 
que ZnBr2 ou un chlorure de dialkyf-aluminium, lorsque A represente un groupe trityie ou un derive methoxyle 
de celui-ci, 

65 f) le cas echeant, introduction d'autres motifs phospho nates de nucleosides ou oligophosphonates de 
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nucleosides par les ©tapes de reaction a) a &), et 

g) scission de la liaison nucleoside-support a I'aide de bases, par exemple ('ammoniac, ou I'hydrazine a pH 7, 
et Qventuellement elimination de tous les groupes protecteurs encore presents dans les oligophospho nates de 
nucleosides, en particulier dans les nucleobases. 



Claim 

W Process for the preparation of oligonucleoside phosphonates of the general formula (I) 



75 



20 



25 



30 




(U 



H 



35 



40 



45 



50 



in which 
B denotes a nucf eobase, 

R 1 denotes an optionally branched alkyl group with 1 - 10 C atoms, which can be substituted by up to 4 
chlorine atoms or by a cyano group, or an aryl or aralkyl group which has 1 - 2 C atoms in the alkyl part and is 
optionally substituted by lower alkyl, lower alkoxy, cyano, halogen or nitro, 

R1 denotes hydrogen, hydroxy I or hydroxyl which is protected, if appropriate, with the protective groups 
customary in nucleotide chemistry and 

n denotes an integer from 2 to 50, 

characterized by the following reaction steps: 

a) reaction of a nucleoside of the general formula (II) 




III) 



OH R 1 



55 in which 

A is a conventional protective group in nucleotide chemistry, 

B' is the nucleo-base B, which is optionally protected by conventional protective groups in nucleotide 
chemistry and 
R2 {5 as defined above, 
60 with a halogenophosphine of the general formula (III) 
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(III) 



10 



15 



20 



25 



in which 
X is chlorine or bromine, 

Z is chlorine or bromine, -NR* 2 , R 1 being defined as hereinbefore or a reactive heterocyclic radical, 
in the presence of an organic base, 

b) reaction of the monophosphono-nucleoside derivative obtained in step a), of the general formula (IV) 



B' 



I I. 

0 R 
I 

R 4 — P — Z 



(IV) 



30 



in which A, B\ R 1 , R 2 and Z are as defined above, with a nucleoside bound to a polymeric carrier, of the general 
formula (V) 



35 



40 




45 



in which 

B' and R 2 are as defined above and 
T is the polymeric carrier, 

c) oxidation of the carrier-bound nucleottdonucleoside obtained in stage b), of the general formula (VI) 



BO 
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60 



65 



12 



EP 0124 561 B1 



5 



10 



IB 




(VI) 



o — co — r 

20 

in which A, B', R 1 , R* and T are as defined above, whereby the oxidation to the phosphonate can e.g. be carried 
out with iodine, but oxidation here is generally understood as the introduction of O, S or Se, 

d) masking of free 5 r -OH groups, which have not been reacted in the reaction according to stage b), with a 
permanent protective group, e.g. by reaction with acetic anhydride, 
25 e) splitting off of the protective group A, e.g. using a protic acid or a Lewis acid such as ZnBr 2 or dialkyt 
aluminium chloride, if A is a trityl group or a metboxy derivative thereof, 

f) if appropriate introduction of further nucleoside phosphonate or o(i go nucleoside phosphonate units in 
accordance with reactions a) - e), and 

g) splitting off of the nucleoside-carrier bond with bases, e.g. ammonia or hydrazine at pH — 7 and, if 
30 appropriate, splitting off all the protective groups present in the oligonucleoside phosphonates obtained, 

particularly the nucleo-bases. 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 

13 



EP 0124 561 B1 




1 



EP 0124 561 B1 



AO 



B' 



OH R 2 



(ID 




3 



EP 0124 561 B1 





5 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
□'FADED TEXT OR DRAWING 
□^BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 



□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 



□ GRAY SCALE DOCUMENTS 



LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 





REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 
□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



